
مجله تحقیقات سلامت در جامعه، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، پاییز  1397، دوره 4، شماره 3، 42-55

زهرا اسدی ساعتلو و همکاران  /42

 Citation: Asadi Saatlou Z, Dinparast Djadid N, Raeghi S, Maleki-Ravasan N, Gholizadeh S. Morphological Characteristics and 

Molecular Markers in Identification of Anopheles gambiae Complex and Anopheles stephensi Members as Main Malaria Vectors in 

Africa and Asia. Journal of Health Research in Community. Autumn 2018;4(3): 42-55.  

ABSTRACT
Introduction and purpose: Human malaria is one of the widespread vector-borne diseases 
worldwide. Lots of efforts have been made to control and eliminate the vectors of the disease. 
Anopheles gambiae and Anopheles stephensi (A. stephensi) are the main vectors of malaria in Africa 
and Asia. The members of Anopheles gambiae complex contain the vector and non-vector species. A. 
stephensi has three biological forms with different vector capacities. The phenotypic and genotypic 
diversity has made it more difficult to identify vector populations and consequently the surveillance 
and control of malaria. The present study aimed to compare the morphological and molecular 
diagnostic characteristics of the two important malaria vectors in the two world continents.
Methods: After searching, studying, and organizing published papers related to the subject, 
Anopheles gambiae and A. stephensi species were compared based on the morphological and 
molecular characteristics. Different morphological keys for the two species, the specimens 
from the insectarium of Urmia University of Medical Sciences, as well as the present species 
of national insectarium in Pasteur Institute of Iran, were used for morphological comparison. In 
addition, all the present sequences of five molecular markers, including COI, COII, D3, ITS2, and 
OBP1, were extracted from GenBank and analyzed using bioinformatics software.
Results: Based on the obtained results of the present study, the number of ridges on Anopheles 
gambiae eggs was more than that on A. stephensi eggs. However, unlike A. stephensi in Anopheles 
gambiae, the number of ridges was not a diagnostic characteristic for the identification of 
Anopheles gambiae complex. There were four diagnostic characteristics in the larvae comparison 
of the two species and there were three different characteristics in adults. All the molecular 
markers were capable of separating the two species; however, ITS2 and D3, as well as COI, COII, 
and OBP1 markers were preferred for inter-species and intra-species comparisons, respectively.
Conclusion: The combination of traditional diagnostic and new molecular methods can be 
simultaneously used in inter-species separation. As a result, in order to eliminate malaria in Iran 
and the countries covered by The World Health Organization Regional Office for the Eastern 
Mediterranean, it is recommended that the combination of morphological, molecular, and field 
epidemiological data can provide practical solutions for vector control programs. Obviously, 
none of these data exclusively respond to the needs of the mentioned programs. Furthermore, 
the coordination, design, implementation, and evaluation of applied projects, as well as executive 
actions, are necessary for the success of these programs regarding the elimination and eradication 
of malaria and other vector-borne diseases.
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مقاله مروری  

مروری بر ویژگی های مورفولوژیکی و مارکرهای مولکولی در شناسایی اعضای کمپلکس آنوفل 
گامبیه و آنوفل استفنسی ناقلین اصلی مالاریا در آسیا و آفریقا

مقدمه و هدف: مالاریای انسانی یکی از بیماری های منتقل شونده توسط حشرات است که انتشار وسیعی در سطح 
 An. stephensi .جهانی دارد. تلاش های بسیاری در جهت کنترل و حذف ناقلین این بیماری صورت گرفته است
و An. gambiae ناقلین اصلی این بیماری در دو قاره آسیا و آفریقا هستند. شایان ذکر است که اعضای کمپلکس 
گامبیه دارای گونه های ناقل و غیرناقل می باشد. آنوفل استفنسی نیز دارای سه فرم بیولوژیک است که از ظرفیت انتقال 
متفاوتی برخوردار هستند. این تنوع فنوتیپی و ژنوتیپی، شناسایی جمعیت های ناقل و به تبع آن پایش و کنترل بیماری 
مالاریا را دشوارتر نموده است. در این ارتباط، مطالعه حاضر با هدف مقایسه ویژگی های تشخیصی مورفولوژیکی و 

مولکولی در دو گونه مهم ناقل مالاریا در دو قاره جهان )آسیا و آفریقا( انجام شد.
 An. gambiae روش کار: پس از جستجو، مطالعه و دسته بندی مقالات مرتبط با موضوع مورد بحث، مقایسه دو گونه
و An. stephensi براساس ویژگی های مورفولوژیک و مولکولی انجام شد. برای مقایسه مورفولوژیکی از کلیدهای 
مورفولوژیک جداگانه معرفی شده برای دو گونه، نمونه های موجود در انسکتاریوم دانشگاه علوم پزشکی ارومیه و 
نمونه های موجود در انسکتاریوم ملی انستیتو پاستور ایران استفاده گردید. برای مقایسه مولکولی دو گونه نیز تمامی 
 Cytochrome c(  COI  ،)Cytochrome c Oxidase II(  COII مولکولی  مارکر  پنج  از  موجود  توالی های 
 Odorant-binding( OBP1 و )Internal Transcribed Spacer2( ITS2 ،)Domain 3( D3 ،)Oxidase I

Proteins( در بانک جهانی ژن استخراج شدند و با استفاده از نرم افزارهای بیوانفورماتیک آنالیز گردیدند.
یافته ها: نتایج نشان دادند که تعداد ریچ های روی تخم An. gambiae از An. stephensi بیشتر می باشند؛ اما بر خلاف 
An. stephensi، تعداد ریچ ها در An. gambiae صفت تشخیصی برای جداسازی کمپلکس آن محسوب نمی شوند. 
در مقایسه لاروهای دو گونه، چهار ویژگی و در بالغین، سه ویژگی متفاوت وجود داشت. علاوه براین، تمامی مارکرهای 
مولکولی به خوبی توانستند دو گونه را از یکدیگر تفکیک کنند؛ اما مارکرهای ITS2 و D3 برای مقایسه های بین گونه ای و 

COII ،COI و OBP1 برای مقایسه های درون گونه ای ارجح تر می باشند. 
نتیجه گیري: استفاده تلفیقی از روش های تشخیصی سنتی و روش های مولکولی جدید می توانند همزمان در تفکیک 
بین گونه ای استفاده شوند؛ از این رو در راستای برنامه حذف مالاریا در ایران و کشورهای تحت پوشش دفتر منطقه ای 
و  مولکولی  مورفولوژیکی،  داده های  تلفیق  از  استفاده  با  می گردد  توصیه  بهداشت  جهانی  سازمان  شرقی  مدیترانه 
اپیدمیولوژی میدانی، راه کارهایی عملی را برای برنامه های کنترل ناقلین ارائه داد. بدیهی است که هیچ کدام از این 
داده ها به تنهایی پاسخگوی نیازهای برنامه کنترل ناقلین نبوده و هماهنگی طراحی، اجرا و ارزیابی طرح های تحقیقاتی 
کاربردی و اقدامات اجرایی برای موفقیت حذف و ریشه کنی مالاریا و دیگر بیماری های ناقل زاد مورد نیاز می باشد. 

 
کلمات کلیدی: آنوفل استفنسی، آنوفل گامبیه، تاکزونومی مولکولی، تشخیص مورفولوژیک، فیلوژنتیک
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مقدمه

و  بوده  انگلی  بیماری های  شاخص ترین  از  تک یاخته مالاریا یکی  توسط  بیماری  این   .]1[ می باشد  طولانی  قدمتی  دارای 
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پشه  توسط  و  شده  ایجاد  پلاسمودیوم  جنس  از  بیماری زایی 
جهانی  سازمان  گزارش  براساس  می گردد.  منتقل  ماده  آنوفل 
سال  در   )WHO: World Health Organization( بهداشت 
درصد   41 میزان  به   2000 سال  به  نسبت  مالاریا  بروز   ،2016
اما  بیماری حذف شده است؛  کاهش داشته و در 17 کشور این 
در  دیگر،  سوی  از   .]2،3[ دارند  وجود  مهمی  چالش های  هنوز 
بیماری تأثیرگذار  بیولوژیکی از مالاریا به عنوان یک  جنگ های 
و از ناقل آن به عنوان یک پتانسیل قوی در انتقال عوامل عفونی 
دیگری  بیماری  هر  از  بیش  مالاریا  رو  این  از  می گردد؛  یاد 
یک  به عنوان  و  داده  قرار  تأثیر  تحت  را  جنگ  نتیجه  و  روند 
اساس  این  بر   .]4[ می باشد  مطرح  جنگ ها  در  بیولوژیکی  ابزار 
بیماری  کنترل  در  متحده  ایالات  ارتش،  کارکنان  مشارکت  با 
است  یافته  دست  پزشکی  پیشرفت های  و  علمی  نتایج  به  مالاریا 
داروهای  به  دست یافتن  راستای  در  توجهی  شایان  کمک  که 
مؤثر ضد مالاریا و واکسن برای پیشگیری از ابتلا به این بیماری 
بیماری  این  از  نظامی  نیروهای  محافظت  برای   .]5[ است  نموده 
جدی و کشنده می توان از پیشگیری دارویی، محافظت فردی و 

بیماری استفاده کرد. ناقلین  کنترل 
شاخه  جانوران،  سلسله  از  مالاریا  ناقلین  تاکسونومی  نظر  از 
بندپایان، رده حشرات، راسته دوبالان و خانواده کولیسیده هستند. 
 Anophelinae و   Culicinae زیرگروه  دو  دارای  خانواده  این 
در  مالاریا  بیماری  ناقلین  است.  جنس   113 شامل  که  می باشد 
آنوفل  گونه   4۸۸ تاکنون  و  دارند  قرار   Anophelinae زیرگروه 
آن ها  از  گونه   70 تا   40 حدوداً  که  است  شده  شناخته  دنیا  در 
می توانند ناقل بیماری مالاریا باشند ]6،7[. بر این اساس، شناسایی 
مالاریا در سراسر  اصلی  ناقلین  به عنوان   Anophelinae زیرگروه 

جهان از اهمیت بیشتری برخوردار است ]۸[.
و   Chagasia  ،Anopheles جنس  سه  شامل  زیرگروه  این 
Bironella می باشد که جنس Anopheles آن دارای هشت زیرجنس 

 ،Nysorrhynchus  ،Lophopodomyia  ،Stetomyia  ،Baimaia

زیرجنس  دو  است.   Christya و   Anopheles  ،Cellia  ،Kertezia

Anopheles و Cellia در دنیای قدیم وجود دارند و به ترتیب شامل 

224 و 1۸5 گونه آنوفل هستند ]9[. دو گونه آنوفل ناقل مالاریا در 
آسیا و آفریقا یعنی An. gambiae و An. stephensi در زیرجنس 
Cellia دسته بندی شده اند. لازم به ذکر است که از نظر طبقه بندی با 

وجود اینکه هر دو گونه در زیرجنس Cellia جای دارند؛ اما از نظر 
سطوح تاکسونومیکی پایین تر دارای تفاوت هایی می باشند.

An. gambiae یکی از ناقلین مهم مالاریا در نواحی مرکزی 

تانزانیا،  سودان،  همچون  کشورهایی  در  آفریقا  قاره  جنوب  تا 
آنگولا،  سنگال،  بنین،  کنیا،  کنگو،  دموکراتیک  جمهوری 
گونه  شش  دارای  و  بوده  عربستان  جزیره  شبه  و  یمن  زیمبابوه، 

)Sibling( می باشد )شکل 1( ]10-13[.
همان طور که مشاهده می شود، An. gambiae در قسمت های 
غرب،  در   An. arabiensis آفریقا،  قاره  شرقی  جنوب  و  غرب 
 An. و An. quadriannulatus ،شرق و جنوب شرقی قاره آفریقا
 An. merus و An. melas در شرق و جنوب شرقی و bwabae

 An.  .]10[ پراکنده هستند  قاره آفریقا  در غرب و جنوب شرقی 
انتقال  ظرفیت  سایرین  به  نسبت   An. arabiensis و   gambiae

بیشتری دارند ]An. gambiae .]10،11 در اماکن داخلی یا محیط 
استراحت می کند و لاروهای آن  نموده و  خارجی خون خواری 

توانایی زندگی در آب های شور را دارند ]15،16[. 
 An. stephensi یکی از ناقلین مهم مالاریا است که در تایلند، 

نپال، شبه قاره هند، پاکستان،  میانمار،  اتیوپی، بنگلادش،  مالزی، 
پراکنده  سعودی  عربستان  شرقی  جنوب  و  ایران  افغانستان، 
بیولوژیک  فرم  ناقل دارای سه  این   .]17-22[ )1 می باشد )شکل 
 An. stephensi mysorensis  ،An. stephensi intermediate

 An. stephensi که   ]23-25[ می باشد   An. stephensi type و 
آبشارها  و  کم عمق  سطحی،  آب های  جمله  از  آب ها  انواع  در 
تخم گذاری کرده و در محیط خارجی بر روی انسان و یا حیوانات 
خون خواری می کند و در اماکن داخلی استراحت می  نماید ]19[. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

77
2.

13
97

.4
.3

.5
.4

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jh

c.
m

az
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
13

 ]
 

                             3 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.24236772.1397.4.3.5.4
http://jhc.mazums.ac.ir/article-1-317-en.html


45/ مقایسه مورفولوژیکی و مولکولی آنوفل استفنسی و آنوفل گامبیه

مجله تحقیقات سلامت در جامعه، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، پاییز  1397، دوره 4، شماره 3، 42-55

در   An. stephensi type فرم  که  دارد  ضرورت  نکته  این  ذکر 
شهری  نواحی  در   An. stephensi intermediat شهری،  نواحی 
و نیمه شهری و An. stephensi mysorensis در نواحی روستایی 

پراکنده می باشند ]26-2۸[.  
با  مبارزه  مالاریا،  کنترل  برای  اقدامات  مهم ترین  از  یکي 
بیشترین  ممکن،  زمان  کوتاه ترین  در  که  است  آنوفل  پشه هاي 
با  مطابق  می کند.  ارائه  در یک جامعه  افراد  بیشترین  به  را  عواید 
اصلی ترین  به عنوان  ناقلین  کنترل  مالاریا،  کنترل  ملي  استراتژي 
درمان  از  پس  جامعه  سطح  در  مالاریا  انتقال  کاهش  برای  راه 
دارویی افراد مبتلا در اولویت دوم قرار می گیرد. کنترل پشه هاي 
مهم ترین  از  یکی  می شود.  آن ها  نابالغ  و  بالغ  مراحل  شامل  ناقل 
زمینه های کاری در این اقدام، شناسایی دقیق ناقلین با استفاده از 
روش های مورفولوژیکی سنتی و روش های ژنتیکی جدید است. 
با توجه به اهمیتی که این دو ناقل در دو قاره آسیا و آفریقا دارند 
و  می شوند  محسوب  قاره  دو  در  مالاریا  اصلی  ناقلین  به عنوان  و 

مطالعه  این  در  می باشند،   Cellia زیرجنس  از  دو  هر  اینکه  نیز 
یکدیگر  با  ناقل  دو  این  مولکولی  و  مورفولوژیکی  ویژگی های 
مقایسه شده و صفات مورد استفاده برای شناسایی آن ها تفکیک 

گردیده است.

روش‌کار

و   An. gambiae ( دو گونه  این  مقایسه  برای  مطالعه  این  در 
 Science اطلاعاتی  پایگاه های  از  مقالاتی  ابتدا   )An. stephensi

  Proquestو  Google Scholar  ،Scopus  ،PubMed  ،Direct

داده های  از  نیز  فارسی  منابع  از  استفاده  برای  شدند.  جمع آوری 
  Irandocو  SID  ،Magiran  ،Iranmedex پایگاه های  اطلاعاتی 
از سال 2006 تا 2017 استفاده گردید. شایان ذکر است که برای 
 An.  ،An. gambiae همچون  کلماتی  از  مقالات  این  جستجوی 
 ،Molecular Identification ،Morphological Keys ،stephensi

شکل 1: توزیع جهانی ناقلین مالاریا ]14[ 
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و   Keys  ،Molecular  ،Distribution  ،Molecular Markers

Identification استفاده شد. مقالات جمع آوری شده ابتدا براساس 

نام گونه، سپس بر مبنای نوع مقایسه مورفولوژیکی یا مولکولی و 
در ادامه براساس موضوعاتی چون مراحل زندگی و نوع مارکرهای 

مربوط به شناسایی مولکولی گونه ها دسته بندی شدند. 
زندگی،  مراحل  براساس  ابتدا  پژوهش  این  انجام  به منظور 
بالغ  و  لارو  تخم،  مراحل  در  گونه  دو  مورفولوژیک  مطالعه 
انجام شد و مقالات و کلیدهای تشخیصی موجود برای هر گونه 
مورد  مقایسه ای  به صورت  و  شد  دسته بندی  گردید،  استخراج 
کلیدهای  در  که  ساخت  خاطرنشان  باید  گرفت.  قرار  مطالعه 
کلید  در  که  داشتند  وجود  ویژگی ها  از  برخی  موفولوژیک، 
ویژگی های  از  برخی  اما  بود؛  شده  اشاره  آن ها  به  گونه  دو  هر 
 An. stephensi تشخیصی  کلید  در   An. gambiae کلیدی 
نمونه های  از  مقایسه  و  بررسی  برای  رو  این  از  نداشتند؛  کاربرد 
علوم  دانشگاه  انسکتاریوم  بهداشت،  دانشکده  موزه  در  موجود 
انسکتاریوم ملی  پزشکی ارومیه و همچنین نمونه های موجود در 
بخش مطالعات مالاریا و ناقلین انستیتو پاستور ایران استفاده شد. 
مرحله  در  ویژگی،  یک  تخم  مرحله  در  مطالعه  این  در 
بررسی  مورد  ویژگی  هفت  بالغ  مرحله  در  و  ویژگی  نه  لاروی 
ژن های  توالی  مولکولی،  مقایسه  برای  علاوه براین  گرفت.  قرار 
جمع آوری  ژن  جهانی  بانک  از  مولکولی  مارکر  هر  از  موجود 
 Cytochrome(  COI کلیدی  کلمات  از  کار  این  برای  گردید. 
 ITS2  ،)Cytochrome c Oxidase II(  COII  ،)c Oxidase I

و   )Domain  3(  D3 ،)Internal Transcribed Spacer2(
Odorant-binding Proteins( OBP1( استفاده شد. لازم به ذکر 

مقایسه  برای  مولکولی  مارکر  پنج  از  مطالعه حاضر  در  است که 
عبارت  آن ها  رایج ترین  که  گردید  استفاده  آنوفل  گونه  دو  این 
بودند از: D3 ،COII ،COI ،ITS2 و OBP1. برای یکسان سازی 
 Bioedite و MultAlin سکانس و توالی ها نیز از نرم افزار آنلاین
استفاده شد. همچنین، به منظور آنالیزهای فیلوژنتیکی از نرم افزار 

MEGA7 بهره گرفته شد.

یافته‌ها
 
ویژگی  های  براساس  گونه ها  موفولوژیکی  شناسایی  پایه 
و  شباهت ها  می باشد.  زندگی  مراحل  در  موجود  ظاهری 
جدول  در  مورفولوژیکی  مطالعات  براساس  ظاهری  تفاوت های 
می دهد  نشان  تخم  مورفولوژی  مقایسه  است.  شده  داده  نشان   1
تعداد  براساس  تنها  گونه  دو  این  تخم های  در  مهم  تفاوت  که 
بیشتر   An. gambiae در  و  بوده  تخم  روی  بر  موجود  ریچ های 
از An. stephensi است. بر خلاف An. stephensi، مورفولوژی 
 An. gambiae کمپلکس  تفکیک  برای  تشخیصی  صفت  تخم 
لاروهای  تشخیص  در  ویژگی ها  نمی شود. مهم ترین  محسوب 
مزوتوراکس، پایه  جانبی  ابریشمهای  یکدیگر،  از  دو گونه 
 )1-P( پروتوراکس  نشانه  ابریشم  پایه  و  جانبی  ابریشم های 

می باشند )شکل 2(. 
ویژگی کلیدی در تشخیص مرحله بالغ An. stephensi وجود 
در  ویژگی  این  که  است  پا  ساق  و  ران  روی  بر  روشن  لکه های 
An. gambiae نیز مشاهده می شود. در مطالعه حاضر برای بالغین 

سومین  در  منقطع  روشن  لکه  وجود  عدم  یا  وجود  گونه،  دو  این 
ناحیه تیره رگبال جلویی مشاهده گردید )شکل 3(.

 An. gambiae در   ITS2 کامل  توالی  سایز  نتایج،  مبنای  بر 
 bp 466-46۸ برابر با An. stephensi و در bp 431-432 معادل
می باشد. بر این اساس با درنظرگرفتن این اختلاف سایز می توان 
در  مشاهده شده  اختلاف  کرد.  جدا  یکدیگر  از  را  ناقلین  این 
جدول  در   An. stephensi و   An. gambiae ،ITS2 توالی های 
توالی های  از  رسم شده  فیلوژنی  درخت  است.  شده  داده  نشان   2
در  نیز   ITS2 مارکر  پایه  بر   An. stephensi و   An. gambiae

به  گونه  دو  مارکر،  این  براساس  می باشد.  مشاهده  قابل   4 شکل 
دسته بندی  جداگانه  به صورت   An. gambiae کمپلکس  همراه 
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 An. bwambae و   An. arabiensis مانند  گونه هایی  می شوند. 
نیز در شاخه ای جدا از An. gambiae قرار می گیرند. باید توجه 
 An. بیولوژیک  فرم های  است  نتوانسته   ITS2 مارکر  که  داشت 
stephensi را از یکدیگر تفکیک نماید. ذکر این نکته ضرورت 

 )HQ703001 An. stephensi )به شماره  دارد که یک توالی از 
نشان  را  اختلاف  درصد   13-14 حدود   An. stephensi با  که 
توالی های  از  جداگانه  شاخه ای  در  فیلوژنی  درخت  در  می داد، 

An. stephensi قرار گرفت.

 COI توالی های  براساس  رسم شده  فیلوژنی  درخت  در 
شاخه  دو  در  گونه  دو   ،An. stephensi و   An. gambiae در 
سه  در   An. stephensi علاوه براین،  گرفتند.  قرار  جداگانه 
زیرشاخه مجزا جای گرفت. باید خاطرنشان ساخت که تفکیک 
برای  است؛  نگرفته  به خوبی صورت   An. gambiae در  گونه ها 
یکدیگر  از  جدا  به صورت   An. bwambae از  توالی  دو  مثال 

An. gambiaeAn. stephensiمرحله

9-2522-30تخم )ریچ های روی تخم(

لارو

کلیپئال های داخلی از یکدیگر فاصله دارند.a کلیپئال های داخلی از یکدیگر فاصه دارند. 

b کلیپئال های داخلی یا ساده هستند و یا انشعاب جزئی آن ها محدود به نصف 
کلیپئال های داخلی ساده است.کلیپئال می باشد.

ساده بوده و گاهی اوقات کمی در قسمت نوک منشعب شده اند.c کلیپئال های خارجی یا ساده هستند و یا کمتر از هشت انشعاب دارند.

9M منشعب بوده و 10M ساده می باشد.d ابریشم های جانبی مزوتوراکس 9M و 10M هر دو ساده هستند.

e ابریشم نشانه پروتوراکس P-1 به طور ناچیزی رشد کرده و پایه توبرکل آن 
پایه توبرکل این ابریشم به خوبی اسکلروتیزه شده است.یا بسیار کوچک بوده و یا موجود نمی باشد.

موی Saddle ساده است.f موی Saddle یا موی دمی ساده دارای ۴-2 انشعاب می باشد.

اطراف بندهای شکمی و قفسه سینه فاقد Spicules یا خار است.g اطراف بندهای شکمی و قفسه سینه فاقد Spicules یا خار است.

پنجه ای  ابریشم های  بین  فاصله   2/3 حدود  شکمی  پلیت  ترگال  پهنای   h
پهنای آن بیشتر از نصف فاصله بین ابریشم های پنجه ای نمی باشد.می باشد.

کوچک و گرد می باشد.i پایه ابریشم  های جانبی ۱2-9 بزرگ، نوک تیز و خمیده است.

بالغ

رگبال جلویی بال حداقل چهار لکه تیره یا روشن دارد.a رگبال جلویی بال حداقل چهار لکه تیره یا روشن دارد.

پاها دارای لکه های روشن هستند.b پاها دارای لکه های روشن هستند.

بندهای 8-2 شکمی پوشیده از فلس های روشن می باشند.c بندهای هفت و هشت شکمی تنها دارای فلس های روشن می باشند.

آن ها d پالپ ها دارای سه یا چهار باند روشن هستند نوک  انتهایی  باند  که  هستند  روشن  باند  چهار  با  پالپ ها 
واضح تر می باشد.

 سومین ناحیه تیره رگبال فاقد آن لکه روشن است.e سومین ناحیه تیره رگبال دارای یک لکه منقطع تیره می باشد.

بندهای ۴-۱ پنجه های پا در انتهای هر بند دارای لکه روشن است.f بندهای ۴-۱ پنجه های پا در انتهای هر بند دارای لکه روشن هستند.

در فرانژهای منتهی رگبال ها لکه های روشن وجود دارد.f در فرانژهای منتهی به رگبال ها، لکه های روشن وجود دارد.

جدول 1: مقایسه مورفولوژیکی گونه های An. gambiae و An. stephensi در مراحل مختلف زندگی
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شکل 2: مقایسه ویژگی های مورفولوژیکی مرحله لاروی
An. gambiae و An. stephensi

 An. توالی های  میان  در   An. arabiensis توالی های  و  بوده 
گونه ای  داخل  و  بین  تفاوت های  گرفته اند.  قرار   gambiae

نشان   2 جدول  در  مطالعه  مورد  مولکولی  مارکرهای  براساس 
داده شده است.

براساس  گونه  دو  توالی های  از  رسم شده  فیلوژنی  درخت 
از  به خوبی  این مارکر می تواند دو گونه را  COII نشان داد که 

An. stephensi را در سه گروه  یکدیگر جدا کند و توالی های 
مجموع،  در  مرحله  این  در   .)5 )شکل  نماید  دسته بندی  مجزا 
 An. gambiae  D3 بانک جهانی ژن تحت عنوان  از  توالی   ۸3
به دلیل سایز  استخراج شد که سه توالی آن   An. stephensi و 
از  که  است  ذکر  به  لازم  نگرفت.  قرار  استفاده  مورد  کوچک 
 An. به  مربوط  توالی  تنها   An. gambiae کمپلکس  اعضای 
شده  ثبت  ژن  جهانی  بانک  در   An. arabiensis و   gambiae

آنگولا  از   An. gambiae نمونه های  که  نمود  عنوان  باید  بود. 
هند  قاره  شبه  از   An. stephensi نمونه های  و  آفریقا  قاره  در 
بین  که  داد  نشان  توالی ها  مقایسه  گردیدند.  جمع آوری  چین  و 
توالی های An. gambiae حدود 0/26-0 درصد، بین توالی های 
دو  توالی های  بین  و  درصد   0-1/53 حدود   An. stephensi

گونه با یکدیگر به طور میانگین 17 درصد اختلاف وجود دارد. 
  An.gambiaeدر توالی ها  سایز  مطالعه  این  در  دیگر،  سوی  از 
 bp  392-394 معادل   An. stephensi در و   bp  3۸3 معادل 

به دست آمد. 
 An. gambiae در D3 درخت فیلوژنی که با استفاده از توالی
و An. stephensi رسم شد، نشان داد که این مارکر می تواند دو 
شاخه جداگانه  دو  در  و  کند  مجزا  یکدیگر  از  به خوبی  را  گونه 
نماید  تفکیک  را  گونه  درون  اعضای  نمی تواند  اما  دهد؛  قرار 
)شکل 6(. از سوی دیگر، درخت فیلوژنی دیگری براساس توالی 
دو  جداسازی  بر  علاوه  که  گردید  رسم   OBP1 ناحیه  اینترون 
گونه از یکدیگر، An. stephensi را در سه گروه مجزا قرار داد 

)شکل 7(. * حروف a تا i منطبق بر ویژگی های ارائه شده در جدول 1 می باشند.
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اختلاف داخل گونه مارکر مولکولی
)درصد(

تعداد توالی های مورد 
بررسی

اختلاف بین دو گونه 
)درصد(

InsertionDeletionTransitionTransversion

ITS2
An. gambiae0/3-02

29۶۴7/33
0۱۴5۱۶

An. stephensi3-0۴۱88

COI
An. gambiae0/0-09/۶۴

۱59۱۱/5
0۱3۴۱۱

An. stephensi2-0/0500۱۶۱

COII
An. gambiae0/۱۶-۱/۶۶

30۱۱/3
00۱73

An. stephensi۶-0/9۴۶۱۱2۶۱9

D3
An. gambiae0-0/2۶

80۱7
000۱

An. stephensi0/۱-530233

OBP1
An. gambiae-

۴۶
----

An. stephensi0/2-۶20۱952۴

جدول 2: تفاوت های ژنتیکی گونه های An. gambiae و An. stephensi براساس مارکرهای مولکولی مختلف

An. gambiae و An. stephensi شکل 3: مقایسه ویژگی های مورفولوژیکی بالغ

*حروف a تا f منطبق بر ویژگی های ارائه شده در جدول 1 می باشند.

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

77
2.

13
97

.4
.3

.5
.4

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jh

c.
m

az
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
13

 ]
 

                             8 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.24236772.1397.4.3.5.4
http://jhc.mazums.ac.ir/article-1-317-en.html


مجله تحقیقات سلامت در جامعه، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، پاییز  1397، دوره 4، شماره 3، 42-55

زهرا اسدی ساعتلو و همکاران  /50

شکل 4: درخت فیلوژنتیک آنوفل استفنسی و آنوفل گامبیه از مطالعات مختلف انجام شده براساس توالی ITS2 با مدل Kimura2-parameter بر 
Maximum Likelihood پایه

 KT160243.1Anophelesgambiae

 GQ870317.1Anophelesgambiae

 AM231289.1Anophelesgambiae

 GQ870322.1Anophelesgambiae

 EU104648.1Anophelesgambiae

 GQ870314.1Anophelesmelas

 GQ870316.1Anophelesquadriannulatus

 GQ870313.1Anophelesmerus

 GQ870320.1Anophelesbwambae

 GQ870318.1Anophelesbwambae

 DQ287724.1Anophelesarabiensis

 DQ287713.1Anophelesarabiensis

 DQ287750.1Anophelesarabiensis

 KT160245.1Anophelesarabiensis

 DQ287770.1Anophelesarabiensis

 DQ287692.1Anophelesarabiensis

 GQ870321.1Anophelesarabiensis

 DQ287744.1Anophelesarabiensis

 HQ703001.1Anophelesstephensi

 EU346653.1Anophelesstephensi

 AY702485.1Anophelesstephensi

 AY702486.1Anophelesstephensi

 KM052589.1Anophelesstephensi

 EU359676.1Anophelesstephensi

 DQ662409.1Anophelesstephensi

 EF613291.1Anopheleshyrcanus

82

99

95

66

78

29

97

0.20

شکل 5: درخت فیلوژنتیک آنوفل استفنسی و آنوفل گامبیه از مطالعات مختلف انجام شده براساس ژن COII با مدل Kimura2-parameter بر پایه 
Maximum Likelihood

 AY883833.1Anophelesstephensip

 AY883831.1Anophelesstephensip

 AY883834.1Anophelesstephensip

 AY883836.1Anophelesstephensip

 AY883837.1Anophelesstephensip

 AY883830.1Anophelesstephensip

 AY883832.1Anophelesstephensip

 DQ022845.1Anophelesstephensip

 KY863454.1Anophelesstephensip

 FJ526438.1Anophelesstephensip

 AY883835.1Anophelesstephensip

 KX148467.1Anophelesstephensip

 DQ026675.1Anophelesstephensip

 AF417749.1Anophelesstephensip

 AF425844.1Anophelesstephensi

 KX148466.1Anophelesstephensip

 DQ022847.1Anophelesstephensip

 DQ022846.1Anophelesstephensip

 EF208912.1Anophelesstephensiplike

 FJ526437.1Anophelesstephensip

 JX139608.1Anophelesstephensic

 HQ197490.1Anopheleshyrcanus

 DQ792580.1Anophelesmelas

 DQ792579.1Anophelesmelas

 DQ792581.1Anophelesquadriannulatus

 AF417741.1Anophelesarabiensisp

 DQ792576.1Anophelesarabiensis

 DQ792578.1Anophelesgambiaec

 NC 028212.1Anophelesarabiensis

 DQ792577.1Anophelesgambiaec

 AF417742.1Anophelesgambiaep66

70

73

63

99

54

34

99

97

0.0100
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 EU104656.1Anophelesgambiae

 EU104661.1Anophelesarabiensis

 EU104650.1Anophelesgambiae

 DQ981412.1Anophelesstephensi

 EF216892.1Anophelesstephensi

 GU479450.1Anophelesstephensi

 AM773813.1Anopheleshyrcanus

100

100

0.050

شکل 6: درخت فیلوژنتیک آنوفل استفنسی و آنوفل گامبیه از مطالعات مختلف انجام شده براساس ژن D3 با مدل Kimura2-parameter بر پایه 
 Maximum Likelihood

 KJ557460.1Anophelesstephensi

 KJ557461.1Anophelesstephensi

 KJ557459.1Anophelesstephensi

 KJ557455.1Anophelesstephensi

 KJ557453.1Anophelesstephensi

 KJ557450.1Anophelesstephensi

 KJ557449.1Anophelesstephensi

 KJ557457.1Anophelesstephensi

 KJ557458.1Anophelesstephensi

 KJ557467.1Anophelesstephensi

 KJ557451.1Anophelesstephensi

 KJ557466.1Anophelesstephensi

 KJ557463.1Anophelesstephensic

 KJ557462.1Anophelesstephensi

 KJ557465.1Anophelesstephensi

 KJ557452.1Anophelesstephensi

 KJ557464.1Anophelesstephensi

 KJ557456.1Anophelesstephensi

 KJ557468.1Anophelesstephensi

 KJ557454.1Anophelesstephensi

 AF437884.1Anophelesgambiae

 KJ958382.1Anophelessinensis

88

100

86

20

36

100

66

62

63

0.10

شکل 7: درخت فیلوژنتیک آنوفل استفنسی و آنوفل گامبیه از مطالعات مختلف انجام شده براساس ژن OBP1 با مدل Kimura2-parameter بر پایه 
 Maximum Likelihood
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نتیجه‌گیری بحث‌و‌
 
در مطالعات حشره شناسی استفاده از روش های مورفولوژیکی 
مرسوم می باشد. در پژوهش حاضر سه مرحله زندگی این حشره 
در اختلافات بین گونه ای آن ها مورد بررسی قرار گرفت. مقایسه 
صفت  تخم،  مورفولوژی  که  می دهد  نشان  تخم  مورفولوژی 
محسوب   An. gambiae کمپلکس  تفکیک  برای  تشخیصی 
مورفولوژی  با  ارتباط  در  محدودی  بسیار  مطالعات  نمی شود. 
قسمت  مطالعات،  مبنای  بر  است.  شده  انجام  آنوفل  دو  هر  تخم 
و  بوده  پشتی  قسمت  از  عریض تر   An. gambiae تخم  جلویی 
تعداد ریج های روی تخم 30-25 عدد گزارش شده است ]29[. 
به  تخم  ریج های روی  براساس   An. stephensi دیگر،  از سوی 
فرم  در  موجود  ریج های  تعداد  که  می شود  تقسیم بندی  فرم  سه 
 intermediate فرم  تعداد ریج ها در  type حدود 22-16 مورد، 

مورد   9-15 بین   mysorensis فرم  در  و  مورد   7-12 حدود 
از ویژگی های  استفاده  نظر می رسد  به  گزارش شده است ]2۸[. 
تفکیک  در  گونه  دو  بالغ  و  لاروی  مراحل  در  مورفولوژیک 

آن ها کاملًا کاربردی می باشد.
از  مالاریا  ناقلین  تفکیک  در  ژنتیکی  مارکرهای  از  استفاده 
اهمیت بالایی برخوردار است. استفاده از سموم، جهش ژنتیکی 
و مهاجرت ژنی می تواند تأثیر مستقیمی بر شناسایی نمونه داشته 
میتوکندریایی،  و  هسته ای  ژن های  ماهیت  به  توجه  با  باشد. 
اهداف  به  توجه  )با  تشخیص  در  آن ها  از  هرکدام  از  استفاده 
دو  همزمان  مقایسه  که  است  ذکر  شایان  دارد.  اهمیت  مطالعه( 
نشده  انجام  تاکنون   An. gambiae و   An. stephensi گونه 
جمعیت  ژنتیک  مطالعه  و  شناسایی  برای  تنها  مارکر  این  از  و 
ITS2 یکی  مارکر  است.  استفاده گردیده  این دو گونه  از  یکی 
مطالعه  برای  آن  از  که  می باشد  رایج  مولکولی  مارکرهای  از 
فیلوژنتیک آنوفل های ایران استفاده شده است ]30[. باید عنوان 
دو  این  اعضای  شناسایی  برای  مولکولی  مارکر  این  از  نمود که 

گونه  بهره گرفته شده است ]11،31،32[. 
An. gambiae s.s. در غرب  در   ITS2 توالی  مولکولی  آنالیز 
آفریقا جهت بررسی فرم های کروموزومی S و M در دو منطقه ساوانا 
و باماکو نشان داد که An. gambiae یک گونه ساده نمی باشد ]33[. 
نیز  ایران  در   An. stephensi در جمعیت    RAPD و   ITS2 آنالیز 
گویای آن بود که این گونه در ایران می تواند یک گونه با فرم های 
بیولوژیکی و اکولوژیکی مختلف در مناطق زئوجغرافیایی  متفاوت 
توالی های  از  فیلوژنی رسم شده  مطالعه درخت  این  در   .]34[ باشد 
داد  نشان   ITS2 مارکر  پایه  بر   An. stephensi و   An. gambiae

به صورت  را   An. gambiae کمپلکس  می تواند  مارکر  این  که 
و  An. arabiensis جداگانه دسته بندی نموده و گونه هایی مانند 

An. bwambae  را در شاخه ای جدا از An. gambiae قرار دهد؛ اما 

فرم های بیولوژیک An. stephensi از یکدیگر تفکیک نمی گردند.
 An. stephensi از سوی دیگر، شناسایی دو فرم بیولوژیکی 
از  جمع آوری شده   An. stephensi type و   mysorensis

و   ITS2 مارکر  دو  از  استفاده  با  هند  قاره  شبه  مختلف  مناطق 
نمونه های  تمامی  در  توالی ها  این  که  داشت  آن  از  نشان   D3

جداسازی  به  قادر  مارکرها  این  و  بوده  یکسان  مطالعه  مورد 
توالی های  از  استفاده  علاوه براین،   .]35[ نمی باشند  فرم  دو  این 
 An. gambiae ،An. funestus در   D3 و   ITS2 ،COI نواحی 
گونه های   ،COI توالی های  در  که  داد  نشان   An. rivulorum و 
طبقه بندی  یکسان  به صورت   .An. gambiae s.l کمپلکس 
در  تفاوت هایی   ،ITS2 توالی های  در  که  درحالی  شده اند؛ 
طبقه بندی مشاهده می گردد ]36[. در این راستا، آنالیز توالی های 
که  بود  آن  نشان دهنده  ایران  در   An. stephensi COII و   COI

تمامی   ،COII توالی های  در  جایگزینی  کمی  تعداد  از  به غیر 
بوده  یکدیگر  به  نزدیک  بسیار  جمعیت ها  و  بیولوژیکی  فرم های 
به  شبیه  بسیار  گونه  این  مختلف  جمعیت های  در  توالی ها  این  و 
 COI یکدیگر می باشند ]37[. در این ارتباط در بررسی مولکولی
اختلاف  هیچ گونه  پاکستان،  کشور  در   An. stephensi روی  بر 
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با  که  فیلوژنی  ]3۸[. درخت  نشد  مشاهده  بین جمعیت ها  ژنتیکی 
استفاده از توالی D3 در An. gambiae و An. stephensi در این 
مطالعه رسم گردید، نشان داد که این مارکر می تواند دو گونه را 
به خوبی از یکدیگر مجزا کند و در دو شاخه جداگانه قرار دهد؛ 

اما نمی تواند اعضای درون گونه را مجزا نماید.
اخیراً از توالی ناحیه اینترون OBP1 در An. stephensi به عنوان 
مارکر مولکولی برای شناسایی و تفکیک فرم های بیولوژیک این 
گونه استفاده شده است ]39[. درخت فیلوژنی براساس توالی این 
مارکر نشان داد که علاوه بر جداسازی دو گونه، تفاوت های درون 
اما به  در سه گروه مجزا جای گرفته اند؛   An. stephensi گونه ای 
دلیل اینکه تنها یک توالی از An. gambiae در بانک جهانی ژن 
موجود بود، نمی توان در مورد کارایی آن در اعضای کمپلکس 

An. gambiae اظهار نظر نمود.

مختلف  روش های  از  تلفیقی  استفاده  که  می رسد  نظر  به 
روش های  از  استفاده  با  چه  و  سنتی  به صورت  )چه  تشخیصی 
مولکولی و مارکرهای جدید( می تواند در تفکیک بین گونه ای 
مورد استفاده قرار گیرد. در تفکیک گونه های آنوفل، استفاده از 
مارکرهای هسته ای مانند ITS2 و D3 به دلیل داشتن نواحی کمتر 
بین دو گونه  تفکیک  برای  تغییرپذیر در طولانی مدت می تواند 

گونه ای  داخل  جمعیت  ژنتیک،  مطالعات  در  اما  باشد؛  مناسب 
COI ،COII و OBP1 کارایی بهتری  مارکرهای مولکولی مانند 
و  ایران  در  مالاریا  حذف  برنامه  راستای  در  رو  این  از  دارند؛ 
سازمان  شرقی  مدیترانه  منطقه ای  دفتر  پوشش  تحت  کشورهای 
مولکولی  آنالیز  جدید  روش های  از  استفاده  بهداشت،  جهانی 
مولکولی  مورفولوژیکی،  داده های  تلفیق  با  تا  می گردد  توصیه 
برنامه های  برای  عملی  راه کارهایی  بتوان  میدانی  اپیدمیولوژی  و 
این  از  هیچ یک  که  است  بدیهی  داد.  ارائه  را  ناقلین  کنترل 
و  نبوده  ناقلین  کنترل  برنامه  نیازهای  پاسخگوی  به تنهایی  داده ها 
هماهنگی طراحی، اجرا و ارزیابی طرح های تحقیقاتی کاربردی 
و  مالاریا  و ریشه کنی  موفقیت حذف  اجرایی، لازمه  اقدامات  و 

ناقل زاد می باشد.   بیماری های  دیگر 

قدردانی

مرکز  حمایت های  از  مقاله  این  نویسندگان  بدین وسیله 
ارومیه )طرح  تحقیقات سلولی و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی 
ناقلین  و  مالاریا  تحقیقات  ملی گروه  انسکتاریوم  و  شماره 2440( 

انستیتو پاستور ایران قدردانی می نمایند.
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